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PREFACIO
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O documento da Tese para obtencdo do titulo de Doutora em
Tocoginecologia, intitulado: “Efeito imunomodulador da vitamina D sobre a
ativacdo de inflamassomas em tecido placentario de gestantes portadoras de pré-
eclampsia” encontra-se dividido em 6 capitulos.

Inicialmente, a Introducdo aborda uma revisdo da literatura a respeito da
patogénese da pré-eclampsia (PE) e suas manifestacbes clinicas. Também é
apresentada a literatura relacionada aos eventos que desencadeiam a inflamacédo e
ativacdo do inflamassoma, assim como o papel da vitamina D (VD) na PE.

O capitulo um apresenta o manuscrito intitulado “Vitamin D decreases
expression of NLRP1 and NLRP3 inflammasomes in placental explants from women
with preeclampsia”, que foi submetido a publicagdo ao periddico Cytokine. Os
resultados desse manuscrito mostram que o tratamento in vitro com VD sugere um
papel imunomodulador na inflamac&o placentaria de gestantes com PE e regulacéo
do estresse oxidativo induzido pelo H20O. em explantes placentarios.

O capitulo dois contempla o manuscrito intitulado: “Effects of vitamin D-
induced supernatant of placental explants from preeclamptic women on oxidative
stress and nitric oxide bioavailability in human umbilical vein endothelial cells”.
Os resultados desse capitulo foram publicados no periddico Brazilian Journal of
Medical and Biological Research (fator de impacto 2,046). Esse trabalho foi
desenvolvido durante o estdgio de pesquisa no exterior (BEPE-FAPESP), no
Karolinska Institutet, Estocolmo (Suécia), com supervisdo do Professor Mattias
Carlstrom.

O capitulo trés esta apresentado em forma de manuscrito que sera enviado
para publicagédo, entitulado: “Vitamin D modulates inflammasomes in placental

explants of preeclamptic women and decreased apoptosis in huvec cultured with



monosodium urate” € apresenta os resultados de expressdo génica e proteica de
componentes do inflamassoma e citocinas inflamat6rias em explantes placentarios
e também apoptose em células endoteliais (HUVEC) frente ao estimulo com urato
monossodico (MSU). Esses dados mostram a a¢do da VD na modulacédo da ativacao
dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e na diminuicdo da producdo de citocinas
inflamatorias e apoptose.

No capitulo quatro, entitulado “Vitamin D mantains viability and decreases
apoptosis in HUVEC and modulates inflammation in placental explants from
preeclamptic pregnant women cultured with TNF-a”, 0s resultados demonstraram
que o tratamento in vitro com VD tem um papel imunomodulador na producéo de
citocinas em explantes placentarios e apoptose em células endoteliais cultivadas
com TNF-a. Esse capitulo também esta apresentado em forma de manuscrito que
sera enviado para publicacéo.

Por fim, no capitulo cinco, encontram-se apresentadas as conclusfes gerais
do trabalho.

O capitulo seis contém os anexos referentes aos Termos de Consentimento

Livre e Esclarecido e ao Protocolo do Comité de Etica em Pesquisa.
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ANOVA: analise de variancia

cDNA: DNA complementar

cm: centimetros

DAMPs: padrdes moleculares associados ao dano
DCFH: dichlorodihydrofluorescein diacetate
DMSO: dimethyl sulfoxide

DNA: acido desoxirribonucleico

DR5: death receptor 5

EDTA: &acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA: ensaio de imunoabsorcdo enzimatica
EOPE: early-onset preeclampsia

EROs: espécies reativas de oxigénio

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato- desidrogenase
h: horas

H.0O,: peroxido de hidrogénio

HCI: &cido cloridrico

Hg: mercurio

HMGB1: high-mobility group box one

HPLC: high-performance liquid chromatography
HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells
IL: interleucina

IFN-y: interferon gama

L: litro

LDH: lactato desidrogenase

LOPE: late-onset preeclampsia

MDA: malondialdeido

mg: miligramas

min: minuto

mL.: mililitros

mM: milimolar

mm: milimetros

MSU: urato monossodico

NaCl: cloreto de sodio

ng: nanograma
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NLRP: receptor nod-like

NT: normotensa

NO: éxido nitrico

NO.": nitrato

NOs™: nitrito

°C: graus Celsius

O2": anion superoxido

p: nivel de significancia

PAMPs: padrdes moleculares associados a patdgenos

PBS: solucdo salina tamponada (phosphate buffered saline)
PE: pré-eclampsia

PI: propidium iodide

PRR: receptores de reconhecimento padréo

RNA: &cido ribonucleico

RNAmM: RNA mensageiro

RPM: rotagdo por minuto

RPMI: meio sintético complexo (Roswell Park Memorial Institute)
ROS: reactive oxygen species

gPCR: reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
s: segundo

SD: desvio padrao (standard deviation)

SBF: soro bovino fetal

SNP: single nucleotide polymorphisms

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances

Tbhp: Tert-butyl hydroperoxide

TCA: trichloroacetic acid

TMP: tetramethoxypropane

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

TRAIL: tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand
VD: vitamina D

VDR: receptor de vitamina D (vitamin D receptor)

Jg: micrograma

pL: microlitro

UM : micromolar

25(OH)D: 25-hidroxivitamina D

1,25(0OH)D: 1,25- dihidroxivitamina D
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Resumo

Gestacdes complicadas por pré-eclampsia (PE) estdo associadas com isquemia/hipdxia
placentaria, estresse oxidativo e niveis elevados de citocinas pré-inflamatorias. A ativacao
do inflamassoma NLRP3, representada por maior expressdao génica e proteica dos
componentes desse complexo relacionado a inflamacdo, como caspase-1, interleucina-1
beta (IL-1pB) e high-mobility group box-1 (HMGB1), foi descrita em placenta de gestantes
pré-eclampticas, quando comparadas as gestantes normotensas (NT). A hiperativacdo do
inflamassoma NLRP3 nos tecidos placentarios pode estar envolvida no estado inflamatério
sistémico exacerbado da PE. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a acéo
imunomoduladora da vitamina D (VD) sobre os inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em
explantes placentarios de gestantes portadoras de PE e de NT e Human Umbilical Vein
Endothelial Cells (HUVEC), bem como a apoptose nessas células. Foram avaliadas 30
gestantes assim distribuidas: 10 portadoras de PE precoce (idade gestacional < 34 semanas),
10 portadoras de PE tardia (idade gestacional > 34 semanas) e 10 NT. Apo0s a realizagdo do
parto cesareo, fragmentos de aproximadamente 10 mg foram imediatamente retirados da
regido central da placenta, de modo que constituissem amostras do citotrofoblasto viloso e
da regido do sinciociotrofoblasto em contato com a face materna. Os explantes e as HUVEC
foram cultivados na presenca ou auséncia de peroxido de hidrogénio (H:0,), urato
monossédico (MSU), fator de necrose tumoral (TNF-a) e tratados com VD. Apds 4 e 18
horas de cultivo os explantes e as células endoteliais foram submetidos a avaliacdo da
expressdo génica e proteica de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1p, IL-18, TNF-a, HMGBI,
tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL) e vitamin D receptor
(VDR) por gPCR, ELISA e Western Blot. A apoptose nas células também foi avaliada por
citometria de fluxo. De maneira geral, os resultados mostraram que o tratamento in vitro
com VD é capaz de modular a inflamacéo placentaria em gestantes com PE e diminuir o
estresse oxidativo, induzido pelos tratamentos com MSU e H,O, em explantes placentarios
e HUVEC, bem como aumentar a viabilidade e diminuir a apoptose nessas células
estimuladas com TNF-a. A utilizacdo de agentes com propriedades anti-inflamatorias e
antioxidants, como a VD é um campo de pesquisa que deve ser mais explorado em futuras
investigagOes para entender o mecanismo pelo qual a VD atua na imunomodulacdo da
resposta inflamatoria na PE.

Palavras-chave: Pré-eclampsia, explantes placentarios, HUVEC, vitamina D, citocinas,

inflamassomas, apoptose.
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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo ¢ sendo uma gota de

4gua no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”.

Madyre Teresa de Calcuta
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A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gestacdo humana,
considerada a principal causa de morbidade e mortalidade entre 2 a 8% das
gestacfes no mundo todo (ACOG, 2020) e uma das principais causas de morte
materna no Brasil, responsavel por 37% das causas de morte obstétricas diretas
(Laurenti et al., 2009). Os parametros clinicos que caracterizam essa patologia sao:
hipertensdo arterial e proteindria a partir da vigésima semana de gestacdo ou nos
primeiros dias ap0s o parto. Entretanto, outras disfuncbes maternas também podem
estar relacionadas com a PE, como insuficiéncia renal, envolvimento hepatico,
complicagBes neuroldgicas ou hematoldgicas, disfungdo Utero-placentaria ou
restricdo de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al., 2016).

A gestacdo normal é caracterizada por resposta inflamatdria sistémica leve,
representando uma resposta de adaptacdo do organismo materno para permitir o
crescimento e desenvolvimento fetal (van Rijn et al., 2008). Essa adaptacdo é
resultado da ativacdo da imunidade inata, levando a reacdo inflamatdria leve, que
ndo indica doenca, mas atua como mecanismo protetor do organismo materno
contra infecc@es, visto que a resposta imune adaptativa se encontra ligeiramente
diminuida (Wegmann et al., 1993).

Durante o segundo trimestre de gravidez, ocorre o processo de remodelacao
das artérias espiraladas maternas que, com a invasao do trofoblasto, se diferenciam
fenotipicamente em células endoteliais (Collins et al., 2012). A vasculogénese
garante o suprimento sangliineo adequado para a placenta e o suporte nutricional e
respiratorio do feto. Entretanto, observa-se que em placentas de gestantes com PE a
invasdo trofoblastica € inadequada, acontecendo em apenas 30-50% das artérias
(von Dadelszen et al., 2003). Essa faléncia na remodelacdo vascular pode levar a
méa perfusdo e isquemia placentarias (George & Granger, 2011). A isquemia
acontece devido ao fato de que as artérias ndo sao suficientemente remodeladas,
ocorrendo uma perfusdo desordenada do fluxo sanguineo para o espaco interviloso.
Somado a um suprimento inadequado de nutrientes e oxigénio, ocorre a reducdo da
area de superficie disponivel para troca entre mée e feto, o que pode contribuir para
os desfechos desfavoraveis relacionados a gestacéo (Turco & Moffet, 2019).

A fisiopatologia da PE ainda ndo esta totalmente esclarecida, mas
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atualmente sabe-se que a isquemia placentéria tem fundamental importancia nesse
processo, ja que a liberacdo de produtos resultantes de mé perfusdo na circulagdo
materna pode levar a disfungdo endotelial sistémica (Burton et al., 2019).

Além da isquemia placentaria, o estresse oxidativo também é uma
caracteristica marcante em gestacbes complicadas pela PE (Burton & Jauniaux,
2004; Myatt & Cui, 2004) e pode ser resultante de lesdo causada por hipdxia e
reperfusdo (Burton & Hung, 2003) e/ou deficiéncia das defesas antioxidantes
(Perkins, 2006). Peracoli et al. (2011) relataram a ativacdo enddgena de mondcitos
de gestantes portadoras de PE, associada a producdo elevada de anion superéxido
(02), peroxido de hidrogénio (H20>) e fator de necrose tumoral-o (TNF-a) por essas
células, demonstrando que a PE é caracterizada por estresse oxidativo.

Os produtos resultantes da disfuncéo endotelial e estresse oxidativo podem
agir como mediadores inflamatdrios, ativando o sistema imune inato, o primeiro
mecanismo pelo qual o organismo responde imediatamente a infec¢des e injurias.
Receptores de reconhecimento padrdo (pattern recognition receptors - PRRS)
reconhecem moléculas liberadas por patdgenos ou células danificadas. Esses sinais
moleculares sdo chamados de padr6es moleculares associados ao dano (damage-
associated molecular pattern - DAMPS) ou a patdgenos (pathogen associated
molecular pattern - PAMPSs) (Gong et al., 2020).

As DAMPs podem estar presentes no plasma das gestantes e séo
consideradas importantes indutoras da resposta inflamatéria. Alguns exemplos de
DAMPs sdo moléculas como reativos intermediarios do oxigénio, proteinas de
choque térmico, proteinas liberadas de células mortas como o high-mobility group
Box-1 - HMGBL, e acido Urico (Asea et al., 2002; Park et al., 2004).

Receptores de reconhecimento padrdo, importantes na resposta inflamatéria,
fazem parte da familia Nod-like ou NLR (proteina com dominio de oligomerizacao
nucleotidica), sdo proteinas citosolicas capazes de reconhecer PAMPs e DAMPs
citoplasmaticos e recrutar outras proteinas, formando complexos de sinalizacdo que
promovem a inflamacgéo, denominados inflamassomas (Lamkanfi et al., 2007).

Entre todos os inflamassomas descritos até o0 momento, o NLR family pyrin
domain containing 3 (NLRP3) é o melhor caracterizado (Kelley et al., 2019). A

ativacdo de NLRP3 pode ocorrer devido a varios estimulos, entre eles a produgédo
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de especies reativas de oxigénio (EROs) (He et al., 2016), que séo os primeiros
reativos intermediarios produzidos durante esse processo, estando envolvidos na
formacéo e ativagdo de NLRP3 e sendo responsaveis pela liberacdo de agentes
inflamatorios durante a resposta imune (Abais et al., 2015).

Ainda ndo se sabe detalhadamente como as EROs atuam na ativacdo do
inflamassoma. Estudos recentes indicam que elas sdo induzidas por ativadores de
NLRP3 e sdo essenciais como mensageiros secundarios para a sinalizacdo de
ativacdo de NLRP3 (Martinon, 2010). O2" e H202 podem agir como segundo sinal
para ativar inflamassomas em poddcitos, células importantes em lesdes renais.
Abais et al. (2014) mostraram que a decomposi¢cdo da H.O> pela catalase previne a
agregacao de inflamassomas NLRP3 em poddcitos de camundongos, 0 que pode
diminuir a injdria glomerular. Bauernfeind et al. (2009) investigaram o papel das
substancias capazes de inibir a producéo de EROs, e encontraram evidéncias de que
essas substancias ndo necessariamente ativam o inflamassoma, mas fazem parte de
sua inducdo. Nao existem na literatura estudos que relacionam as EROs a ativacao
do inflamassoma na PE e melhores investigacdes sdo necessarias para adquirir mais
conhecimento sobre essa via e desenvolver possiveis alvos terapéuticos.

Nunes et al. (2018) demonstraram que H.O: leva a ativagdo de NLRP3 em
explantes placentarios de gestantes normotensas (NT), como consequéncia da
inducdo de estresse celular, com aumento da expressdo de caspase-1, interleucina
1B (IL-1PB) e TNF-a. Esse processo inflamatério também esté associado com baixa
producdo de interleucina 10 (IL-10), uma citocina essencial na gestacdo normal,
auxiliando na placentacdo adequada, controlando a inflamagdo excessiva e
regulando a expressdo génica de IL-1p ¢ TNF-o (Moore et al., 2001; Cubro et al.,
2018).

A ativacdo do inflamassoma gera formas ativas da interleucina IL-1p ¢ IL-
18 (Abbas et al., 2012). A IL-1p ¢ uma citocina inflamatdria importante, liberada
durante a resposta inflamatdria endotelial e, de maneira interessante, a ativacao de
NLRP3 produz grandes quantidades de IL-1B (Godo & Shimokawa, 2017). Além
disso, esse processo contribui para liberagdo de HMGBL1 e a morte celular induzida
por patdgenos bacterianos (Schroder & Tschopp, 2010; Gross et al., 2011). A

ligagdo de DAMPs, como o &cido drico, na forma de urato monossodico (MSU),
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pode ativar o inflamassoma NLRP3 (Lamkanfi et al., 2007). Em trabalho recente,
foi demonstrado que mondcitos de gestantes com PE estimulados com MSU tem a
expressdo génica do inflamassoma NLRP3 aumentada (Matias et al., 2015).

NLRP1 e NLRP3 também sdo expressos em células imunes, células
endoteliais e em outros tipos celulares como células placentérias (Abrahams, 2011;
Pontillo et al., 2013). Weel et al. (2017) avaliaram a ocorréncia do inflamassoma
NLRP3 em placenta de gestantes portadoras de PE, com o objetivo de desvendar o
papel do inflamassoma na interface materno-fetal. Foram detectados niveis
elevados de RNA mensageiro (RNAm) de NLRP3, caspase-1, IL-1B, TNF-a e
HMGB1 em tecido placentario, bem como aumento significativo dos niveis de
caspase-1, IL-1B, TNF-a e HMGB1 em homogenato de placenta de gestantes
portadoras de PE, quando comparadas as NT. Esses resultados sugerem que a
hiperativagdo do inflamassoma NLRP3 nos tecidos placentarios pode estar
envolvida no estado inflamatorio sistémico exacerbado da PE (Weel et al., 2017).

A inflamacdo persistente no endotélio estimula a secrecdo de varios
mediadores inflamatorios, e por isso € um processo importante em alguma doencas
inflamatdrias, pois podem ativar diversos padroes de sinalizacdo. A IL-1 ¢ liberada
durante a resposta inflamatoria endotelial e a ativacdo de NLRP3 produz grandes
quantidades de IL-1B (Godo & Shimokawa, 2017). Células endoteliais sdo alvo para
IL-1B e também a produzem durante a inflamagdo (Wang et al., 2011). Além disso,
0 excesso de producdo de EROs pode aumentar o catabolismo do éxido nitrico
(NO), levando a diminuicdo da sua disponibilidade. Esse desbalango entre EROs-
NO leva a expressao de genes relacionados a inflamacédo, o que por sua vez pode
prejudicar a funcdo endotelial (Shihata et al., 2016).Observando a importancia das
células endoteliais na PE, a utilizacdo de HUVECS se torna uma boa alternativa de
modelo experimental in vitro (Caldeira-Dias et al., 2018; Goncalves-Rizzi et al.,
2018; Caldeira-Dias et al. 2019).

A apoptose € um mecanismo celular intrinseco que leva a auto-destruicéo
celular. E um fendmeno fisiolégico necesséario na embriogénese, estresse celular e
remoc&o de células lesadas, bem como para controlar a proliferacdo celular anormal
em condicBes patologicas (Hockenbery et al., 1994). Esse processo celular é

induzido por estimulos especificos e ocorre em células que participam de vias
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relevantes para o organismo (Thompson, 1995). A apoptose € essencial para a
homeostase dos tecidos humanos, incluindo a placenta. O aumento da apoptose do
trofoblasto durante a PE pode contribuir para supressdo da angiogénese e o
crescimento placentério levando ao desenvolvimento da doenca (Barakonyi et al.,
2014).

Recentemente, alguns autores tém discutido a apoptose em trofoblastos
humanos e sua possivel implicacdo no desenvolvimento normal, remodelag&o, e
envelhecimento da placenta. Esse processo é importante para a placentacdo
adequada, mas pode estar envolvido na fisiopatologia de doencas relacionadas a
gestacdo. A apoptose no trofoblasto aumenta em placentas normais de acordo com
a progressao da gestacdo, e uma elevada incidéncia de apoptose é observada em
gestacdes com PE e restricdo de crescimento fetal (Shawn et al., 2005; Sinha et al.,
2016).

O TNF-a foi a primeira citocina identificada como sendo capaz de induzir a
apoptose em trofoblastos humanos. Em combinagéo com o interferon gama (IFN-
v), o TNF-a estimulou a apoptose em sincicio e citotrofoblastos (Garcia-Lloret et
al., 1996; Pijnenborg et al., 2000). O TRAIL (tumor necrosis factor related
apoptosis-inducing ligand) € o terceiro receptor de morte no sistema de regulacédo
da apoptose no sistema imune (Barakonyi et al., 2014). Durante a PE, o0 aumento na
expressdo de TRAIL por células trofoblasticas é provavelmente um mecanismo
contra sinais apoptéticos de linfocitos e células natural killer maternas (Sokolov et
al., 2009). Chaemsaithong et al. (2014) mostraram que os niveis plasmaticos de
TRAIL solavel sdo menores em mulheres com PE em comparagdo com as
normotensas. Zauli et al. (2012) sugeriram um papel preditivo de TRAIL soltvel
(STRAIL) como um risco para desenvolvimento de distarbios hipertensivos na
gestacdo, como a PE.

Um dos ligantes de TRAIL, death receptor 5 (DR5), é detectado em células
trofoblasticas. O estimulo com citocinas como 0 TNF-o pode levar ao
redirecionamento de DR5 para a superficie celular e consequentemente aumentar a
suscetibilidade das células trofoblasticas a0 TRAIL. E sugerido que o estimulo
excessivo com TNF-a pode causar dano celular, como ocorre na PE (Barakonyi et
al., 2014).
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A vitamina D exerce iniumeros efeitos no organismo. Em relagdo ao sistema
imune inato e adaptativo, ela é capaz de estabelecer um estado imune mais
tolerogénico, principalmente por apresentar atividades reguladoras sobre a resposta
inflamatoria. Durante a gestacdo normal, a vitamina D é produzida por células
trofoblasticas placentérias e da decidua humana, sendo responséavel por exercer um
papel anti-inflamatério em vérios drgdos, incluindo a placenta (Xu et al., 2014).
Esse hormdnio possui atividades estruturais e fisiolégicas semelhantes a
progesterona nos estagios iniciais da gestacdo, desempenhando um papel
importante na implantacdo, placentacdo e manutencdo da gestacdo saudavel
(Monastra et al., 2018). Durante a gestacdo humana, a conversdo de 25(OH)D em
1,25(0H)2D esta aumentada na placenta, demonstrando que ela e a decidua séo
importantes no metabolismo da vitamina D (Murthi et al., 2016).

Estudos recentes relatam deficiéncia de vitamina D em gestantes portadoras
de PE (Robinson et al., 2013; Xu et al., 2014; Mohaghegh et al., 2015) além da
ocorréncia de parto prematuro (Yuan et al.. 2019; Pashapour et al., 2019), enquanto
outros mostram associacao entre essa deficiéncia e o risco de desenvolvimento de
PE (Aghajafari et al., 2013; Bodnar et al., 2014; Akbari et al., 2018). Esses
resultados da literatura sugerem que a suplementacdo de vitamina D pode proteger
0 organismo materno por sua influéncia sobre a funcdo vascular, modulacdo da
resposta imune, homeostase e capacidade de manutencéo do trofoblasto (Hyppdnen
et al., 2013; Hutabarat et al, 2018). Apesar dessas evidéncias, mais estudos clinicos,
utilizando a VD para tratamento de sindromes da gestacdo, devem ser conduzidos
baseados no historico clinico e pessoal das pacientes, bem como questdes étnicas e
raciais (Cyprian et al., 2019; Dovnik et al., 2018).

Em conclusdo, os estudos mostram que o estresse oxidativo, a ativacdo do
inflamassoma associada a producdo aumentada de citocinas inflamatorias, assim
como apoptose aumentada sdo descritos na placenta de mulheres com gestacGes
complicadas por PE. Portanto, o tratamento in vitro de explantes placentarios de
gestantes pré-eclampticas e HUVECs com a VD poderia contribuir para um melhor
conhecimento dos processos envolvidos na inflamacéo sistémica da PE e das células
endoteliais e sugerir o emprego da VD como tratamento adjuvante dessa importante

sindrome da gestacéo.
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